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論 文 内 容 要 旨
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0fAeromonascaviaeW-61.
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DepartmentofMolecularandCellBioloGraduateSchoolof
AriculturalScienceTohokuUniversit.
Introduction
-1,4Xylans,themaJorcomponentofhemicellulose,areheterogenous
polysaccharidesconsistingofahomopolymericbackboneof1,4-linked-a-D-
xylopyranoseunitsandtheshortsidechainsincludingｮ一acetyl,cx-L-
arabinofuranosyl,anda-D-glucuronylresidues[1].Ithasbeenshownthat
bacteriaandfungiutilizeβ一1,4-xylanasacarbonsourseby.useofβ 一1,4-
xylanases,β一xylosid3ses,α一glucuronidases,α一arabinofuranosidases,and
esterases[2,3,4].(3-1,4-Xylanases(E.C.3.2.1.8)arethekeyenzymesthat
hydrolyzethebackbonestructureofβ一1,4-xylanst6in量tiatedegradationofthe
complexpolysaccharidesbymicroorganismsaAnumberof(3-1,4-xylanases
havebeenpurifiedfromawiderangeofmicroorganismsincludingBacillus
spp.,Clostridiumspp.,Streptor鯉ceSspp.,Aspergillu墨spp.,Trichodermaspp.
[2,3,4].Severalofthesemicroorganismsproducemultiplexylanases,implying
thestrategyofthemtoachieveeffectivehydrolysisof/3-1,4-xylan[2,4].Each
enzymemayhaveaspecializedfunctioninthebiodegradationofthecomplex
polysaccharides,andspecializedfunctionsofindividualxylanasesmaybe
usefulforbiotechnologicalapplicationsinfoodandfeedindustriesandpaper
industry[2,3,4,S,6].
IVguyenetal.havepreviouslyisolatedaf3-1,4-xylan-degrading
bacterium,AeromonascaviaeW-61fromasoilsample[7].TheyshowedthatA.
caviaeW-61producedfiveextracellularxylanases,thexylanases1,2,3,4,and
Swithmolecularmassesof22,41,S8,120,and140kDa,respectively[7,8].
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Ofthesexylanases,重hexylanases1,2and3havebeenpurified,fromtheculture
fluidsofA,caviaeW-61andtheirenzymaticpropertieshavebeen
characterized[7,8,9].Inthisstudy,Ipurifiedthehigh-molecular-weight
xylanases,thexylanases4andsfromtheculturefluidsofA.caviaeW-61,and
characterizedtheirproperties.Theresultsobtainedshowedthatthexylanase4
wasaC-terminally-truncatedxylanase5,andthatthexylanasesgained
transxylosidaseactivitybytheC-terminaltruncation.Furthermore,Iclonedthe
gene(xyn5)encodingthexylanase5,sequencedthexynsanditsflanking
regions,andcomparedthenucleotideandtheaminoacidsequencededuced
fromthe麺withthoseofthexy垂anasessofarregisteredinthedatabases.
Purificationofthexylanases4and50fA.caviaeW-61
A.caviaeW-61wasaerobicallygrownat26ｰCfor36hinaliquid
medium(0.5%oatspeltxylan,0.2%yeastextract,0.25%NaCI,0.5%NH4C1,
1.5%KH2PO4,3%Na2H:PO4andO.025%MgSO4・7H20,pH:7.0)。Afterthe
cultivation,culturesupernatantswerecollectedbythecentrifugationat
10,000xgat4ｰCfor15min.Thexylanases4andswerepurifiedfromthe
culturesupernatantsofA.caviaeW-61byamethodincludingultrafiltration,
ammoniumsulphateprecipitation,andsuccessivecolumnchromatographyusing
DEAE-Toyopearl650M,hydroxylapatite,TSKgelphenyl-SPW,andTSKgeI
DEAF-SPW.Tominimizelossofthexylanase,activefractionsweretreated
withlmMphenylmethylsulfonyl伽orideateachstep.Xylanaseswere
differentiallyassayedbytheSIBS-PAGE/Zymography.Inthepurification
procedure,thexylanases1,2and3werenotadsorbedtotheDEAE-Toyopearl
6SOMresins,whilethexylanases4andSadsorbedtotheresins.Thexylanase4
waspartiallyseparatedfromthexylanase5bythefirstcolumnchromatography
usingTSKgelDEAF-SPW(Fig.1),andthepartiallyseparatedxylanases4and
5werepuri行edtohomogeneitybythe.secondDEAE-5PWcolumn
chromatography.Specificactivitiesofthepurifiedxylanases4and5were
determinedtobe130and55units/mgofprotein,respectively.
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Molecularsizesofthexylanases4ands
Molecularmassesofthepurifiedxylanases4andswereestimatedtobe
120and140kDa,respectively,onSDS-PAGEunderreducingconditions(Fig.
2A),andthepurityandthemolecularsizesofthexylanaseswereconfirmedby
thezymographicresults(Fig.2A).Thepurifiedxylanase4andsgavesingle
peaksofabsorbanceat280nmcorrespondingto130and160kDa,respectively,
onthegelBltrationusingaTSKgelG3000SWcolumn(Fig.2B).
EffectsoftemperatureandpHonthexylanases4and5
Xylanolyticactivityofthexylanases4and5towardsoatspeltsxylan
wasassayedatdifferenttemperaturesordifferentpHs.Bothofthexylanases4
andsshowedthehighestactivityat40ｰC(Fig.3A).'Thexylanases4and5had
significantxylanolyticactivitiesovertherangeofbetweenpH3.5andpH9,and
bothoftheenzymeshadthehighestactivityatpH6(Fig.3B).Heatstability
andpHstabilityofthexylanases4andswereassessedbymeasuringthe
residualxylanolyticactivitiesatpH7at37ｰCfor10minafterthepreincubation
oftheenzymesatdifferenttemperaturesordifferentpHsfor60min,
respectively.AsshowninFig.3C,thexylanases4andswerestableat
temperaturesof<40ｰC.Bothofthexylanases4andswerestableinthepH
rangeofbetweenpHsandpH7.AtacidicpHs,bothofthexylanaseswere
unstable,butthexylanase4wasmoreunstablethanthexylanasesunder
alkalineconditions(Fig.3D).
Substratespeeificitiesofthexylanase4andswerestudiedusing
variouspolysaccharidesasthesubstrates,andtheresultobtainedwere
summarizedinTablel:Thexylanases4andshydrolyzed(3-1,4-xylansfrom
diffεrentsources,buttheyshowednohydrolyticactivitytowardsβ一1,3-xylans
fromCaulerParacemosa,cellulose,carboxymethylcellulose,andAvicelPH
101.Neitherthexylanase4northexylanaseshydrolyzedp-nitrophenyl一/3-
xylo-pyranoside.Theseresultsindicatedthatthexylanases4andsareendo一(3-
1,4-xylanases.
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Xylanolyticactivityandtransxylosidaseactivityofthexylanases4and5
Thexylanases4andshydrolyzedoatspeltxylantoliberateX2,X3,
X4,XSandX6asthemajorproductsandatraceamountofxylose(Fig.4).
Productionofthexylo-oligosaccharidesbythexylanases4andsincreased
duringthetreatmentofoatspeltxylanforbetween15and240min,whilethe
amountofxylosedidnotsignificantlyincreaseupontheprolongedincubationof
thereactionmixturesforupto240min(Fig.4).
Thexylanases4and5wereincubatedat40ｰCfor2hwithoneofthe
purifiedxylo-oligosaccharide(X2rtoX6),andtheproductswereanalyzedona
thin-layerchromatography.AsshowninFig5A,thexylanase4producedXl-
X8,X1-X10,andXl-X7fromX3,X4andX5,respectively.Thexylanase4
actedonX6toproducesignificantamountsofX2andX3andtraceamountsof
Xl,X4andX5(Fig.SA).Theseresultsindicatedthatthexylanase4showeda
prominenttransxylosidaseactivitytowardsX3andX4,butitactedonX6as
ratheraxylanohydrolasethanatransxylosidase.Incontrast,thexylanase5did
notsignificantlyconvertX3andX4tolargerorsmallerxylo-oligosaccharides
(Fig.SB).X3andX4wereobservedasthemainspotson-thethinlayer
chromatogramwhentheywereusedasthesubstratesforthexylanase5,while
onlytraceamountsofXlandX2andXl-X3wereproducedbytheenzyme
fromX3andX4,respectively(Fig.SB).Theseresultsindicatedthatthe
xylanase4hadastrongtransxylosidaseactivity,butthexylanaseshadlittle
transxylosidaseactivity.Theprominenttransxylosidaseactivityofthexyianase
4maybeduetotheC-terminaltruncationofthexylanase5(Seebelow).
N-terminalandinternalaminoacidsequencesofthexylanases4and5
Proteinsequencingforthepurifiedxylanases4andsshowedthat
theseenzymeshadanidenticalaminoacidsequencesfortheirN-terminal17
aminoacidresidues:Val-Ser-Ala-Ala-Asp-Pro-Glu-Ala-Ser-Asn-Ser-Gln-lle-
Val-Tyr-Gln-Glu一.Theresultssuggestedthatthexylanase4wasproteolytically
producedfromthexylanase5.Toexaminethispossibility,theinternalamino
acidsequencesforthexylanases4andswereanalyzed.Bothofthecyanogen-
bromide-treatedxylanases4and5gavefourmajorbands
(i.e.,thefragmentsI-IV),withthesamemobilitieseachotheronSDS-PAGE.
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ThefragmentsI,II,IIIandIVofthexylanases4and5,whichmigrated
respectivelyasthebandscorrespondingto18,15,10,and7kDa,hadthe
identicalN-terminalaminoacidsequenceseachother:
Asp-Val-Asn-Pro-Ser-Ala-Ala-Gly-Lys-Ala-Val-Leu-Glu-Val-Val-Thr-Asn-
Lys-Gly-Val-Asp-Gly-Ser-Glu-Ala-Tyr-Asn-Gly-lle-Ser-Leu-Ala-Asp-Phe-
Glu-Leu-Glu-Glu-forthefragment1,Ala-Pro-Gly-Glu-Ala-Pro-Thr-Thr-Leu-
Arg-lle-Ser-Val-Gln-Tyr-Ala-Glu-Ser-Gly-Tyr-Ala-Asn-Val-Ser-Gln-Asn-Ala-
Thr-Val-Val-Asn-Gin-Glu-forthefragmentII,Lys-Pro-Asp-Tyr-Ala-Tyr-Asn-
Ala-Asp-Arg-Gin-Phe-Asp-Phe-Thr-Ala-Glu-Asp-Ala-Leu-Val-Gln-Arg-Val-
Arg-Asp-Ala-Gly-Leu-Asp-Leu-His-forthefragmentIII,andAla-Gly-Thr-
Asn-Ser-Ala-lle-Thr-Glu-Lys-Glu-Ala-Lys-GlnforthefragmentIV.These
resultssuggestedthatthexylanase4isaC-terminally-truncatedformofthe
xylanase5..
αo血gofthegeneencodingthexy塁anase5(茎皿5)ofム ・cav訟eW・61
T'oamplifyapartofthegeneencodingthexylanase5(xyn5)ofA.
caviaeW-61,apolymerasechainreaction(PCR)wasdoneusingthe
chromosomalDNAofthebacteriumasthetemplateandthefollowing
oligonucleotidesastheprimers:5'一CARATHGTHTAYCARGAR-3ｰasthe
forwardprimerand5'一TCTYTTNCCYTCYTTYTC-3'as-thereverseprimer,
whereR,Y,Han4NindicateA/G,TIC,A/TICandAITICIG,respectivdy.The
oligonucleotideprimersweresynthesizedaccordingtotheaminoacid
sequences,which`verefoundintheN-terminalregionsoftheintactxylanase5
andofthefragmentIVfromtheCNBr-cleavedxylanase:Crln-lle-Val-Tyr-CTIn-
Glu-oftheintactxylanseandGlu-Lys-Glu-Ala-Lys-GlnofthefragmentIV.A
1.8kbpfragmentwasamplifiedbytheI'CR,anditwasinsertedintotheHincll
siteofpUC119andclonedinE,coliDI"IStx.Thecloned1.8k-bpfragmentwas
dlgestedwithH血dllI,andtheresukantO.6k-bpfragment,whichcorresponded
totheN-terminalregionofthexylanase5,waslabelledandusedasaprobefor
thegenomiccloningofthexyn5.
ChromosomalDNAfromA.caviaeW-61wasdigestedwithvarious
restrictionendonucleases,andthedigestedDNAfragmentswereusedforthe
SouthernhybridizationusingtheO.6k-bpprobe.TheDNAhybridization
一54一
showedthata4.5k-bpEcoRIfragmentanda2.6k-bpKpnlfragmentwere
hybridizedwiththeprobe(Fig.6).The4.5k-bpEcoRIfragmentwasinserted
intothepUCI19vector,andclonedinE.coliDH5cx.The4.5k-bpEcoRI
fragmentcontainedthenucleotidesequencescorrespondingtotheforward
primerandthefragmentsI-IVfromtheCNBr-cleavedxylanase5.Toclonethe
5懸一upstreamofthe4.5k-bpregion,the2.6k-bpKp塾Ifragmentwasinsertedinto
thepUCI19vector,andclonedinE.coliDH5(x.
Thenucleotidesequenceandthededucedaminoacidsequenceofthexyns
The薮ucleotidesequenceofthe樋anditsHanki耳g.regionandthe
deducedaminoacidsequenceofthe麺areshowninFig.7.Theopen
readingframeofthexyn5consistedof3885by(1294aminoacidresidues),and
itcontainedthenucleotidesequencescorrespondingtotheN-terminalamino
acidsequenceandtheinternalaminoacidsequences(i.e.,thefragmentsI-IV)of
thepurifiedxylanase5(Fig.7).Putative-35(GTGAGA)and-10(TAAATT)
sequenceswerefound79-and58-bpupstreamofthetranslationinitiationcodon
ofthe～麺,respectively,andaputativeShine-Dalgarno(AGG)sequencewas
alsofoundupstreamofthegene(Fig.7).Thenucleotidesequence
correspondingtoatypicalsignalpeptidecomprising27aminoacidresiduewas
fbundatthe5響一endoftheopenreadin含ffameofthe樋(Fig.7).Calculated
molecularmassofthesecretoryformofthexylanaseswas141,722Da.
Homologysearchforthededucedaminoacidsequencesofthe
xylanasesontheBLASTdatabaseshowedthattheN-terminalhalfofthe
xylanasesofA.caviaeW-61had30-40%identitywiththoseofotherhigh-
molecular-weightbacterialxylanasessuchasthexylanaseC(1031aminoacid
residues)fromClostridiumstercorarium,thexylanaseA(1459aminoacid
residues)from皿鍵maritima,,andtheendoxylanase(1231aminoacid
residues)fromThermoanaerobacteriumsacchroliticumB6A-Rl.Thesehigh-
molecular-weightxylanasesweresuggestedtobelongtotheFfamilyofglycoyl
hydrolases.
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Summary
Inthisstudy,Ipurifiedandcharacterizedthexylanases4andsofA.
caviaeW-61.Thepurifiedxylanase4and5consistedofsinglepolypeptides
withmolecularmassesof120and140kDa,respectively.Thexylanases4ands
wereendo一/3-1,4-xylanasewithsimilarenzymaticpropertiesexceptthatthe
xylanase4hadastrongtransxylosidaseactivity,whilethexylanasesexhibited
littletransxylosidaseactivity.Theproteinsequencingdataindicatedthatthe
xylanase4wasaC-terminally-truncatedxylanase5.Furthermore,Iclonedthe
xylanasesgene(xyn5)fromthegenomicDNAofA.caviaeW-61,and
sequencedthexyn5anditsflankingregion.Thexyn5consistedofanopen
readingframeof3885bythatcodedfor1294aminoacidresidues.Itcontaineda
sequencecorrespondingatypicalsignalpeptideconsistingof27aminoacid
residues.Putativepromoter(一35and-10)sequencesandaputativeShine-
Dalgarnosequencewerefoundupstreamofthe堕5.
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Fig.1.SeparationoftheXylanases4andSbytheFirstHighPerformance
LiquidChromatographyUsinga'1CSKgelDEAF-5PW(A),andSDS-
PAGE(B)andZymography(C)fortheActiveFractions,
A B
kDa
200-
11G一
i 23
?
?
?
66一 ●1●
44一 ●餉噂
4
巳
乙
????
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
??
?
。
、
?
?
ao
O
Xyla螂e5
Xylanasc4
102030
Retentiontime(min)
Fig.2.SDS-PAGE(A),Zymography(A),andHighPerformanceGelFiltration(B)forthe
PurifiedXylanases4andS
一59一
A
0.4
?
【
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
0
203040SO60708090
Temperature(ｰC)
Co .s
B
O。7
0.6
ε05
δ0.4
錺o.3
レ
堤o・2
0.1
0
??
?
?
?
?
?
?
?
、
DO .5
0.4
?????
?
?
?
???
0.6
0.4
0.2
0
203040SO60708090
Temperature(`C)
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
??
??
?
?
0
34S 678910
pH
Fg.3.ActivityoftheXylanases4andsatVariousTemperatures(A)orpHs(B),and
ResidualActivityoftheEnzymesafterTreatmentatVariousTemperatures(C)orpHs
(D).Thereactionwasdoneat37℃負)rlOminatvadoustemperaturesandpHs.
Residualxylanolyticactivitywasmeasuredunderthestandardconditionsafterthe
preincubationoftheenzymesatdifferenttemperatures(C)orpHs(D)forlh.The
reducingsugarwasmeasuredbyNelson-Somogyimethod,andtheabsorbanceat520
nmobtainedundertheconditionswereplotted.
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Fig.4.ThinlayerChromatographyFortheProductsfromOatSpeltXylanbytheXylanases4(A)
and5(Q).
OnemillibramofoatspeltxylanwasmixedwithO.2unitsoftheXylanase4(A)orthe
Xylanase5(B)in200,ulof50mMsodiumphosphatebuffer(pH7.0)andincubatedat40C
forIS(lane2),30(lane3),60(lane4),120(lane5)or240min(lane).Afterdeio izationand
lyophilizatinn,themixtureswereanalysedbyathin-layerchromatography.AmixtureofXl-
X6wasusedasastandards(laneI).
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Fig.5.TransxylosidaseActivityoftheXylanases4(A)and5(B)towardsXylo-
oligosaccharides(X2-X6).
OnetenthunitoftheXylanase4(A)ortheXyIanase5(助wasmixedwithlmgofX2
(lane2),X3(lane3),X4(lane4),XS(lane5)orX6(lane6}in100ulof50mM
sodiumphosphatebuffer(pH7.0)a[40`Cfor120min.Afterdeionizationand
lyophilization,themixtureswereanalyzedbyathin-layerchromatography.Amixture
ofX1-X6wasusedasastandard,
Table1.HydrolysisofVariousPolysaccharidesbytheXylanases4andsfromA.caviacW一
61.
Subslratcs Relativehydrolysisactivity"
Thexylanasc4 Thcxy置a照scs
Oatspeltxyfan
Thcwaこc「一solublc6隙cこioI亀
orGa吐sI毘脈 箕y監猟
Thewager-insolubletraction
ofoaこs{x⊃農xyla肋
Beechwcwdxylan
i3ircUwoodxylan
Ccllulose
Carhoxymcthylcellulose
AvicelPN-101
(3-1,3-xylanfromC.racemosa
goo
I10
38
161
鵬
0
?
?
0
goo
120
35
164
220
0
?
?
0
ほ
1・234
▼Q,
耀 ・4
●■剛P・
嘲圏r.
?
?
5678910
に バ の
・ ・...㌔=∫。ヨ碧.㍉・お斗嘗.
r..,1:ぜ 壁 智鯨 季
"
.響奮,",」 ←}L.
,
軸'∵ ∴笥
一 こ):1:
, .響 し
?
?
Fig.6。Soud1己mhyb6diza廿onof(コ1ro【noεoロ1a濯
DNAofA_.caviaeW-61withO.6kbHindIIIf
ragmentderivedfrompXYN-51.8.DNAwas
l無c雪:`i謙出盈響齢li鯉9齢.鴇鍔七、
～Σ£flIaUc7,口1匹c11,置aoc8;Saρr,lauc9;aud
睡1,艮a口cIO.
ロ
1)恥,.y【。。a,c4㏄5(・.25μ9)w・・inc・囮wi・h㎝ ・・fth・ubst陥t¢s(1mglln
1。。μ1。f5・mM、磁i・mp如 ・ph…bばf・・(μ{7①・・37℃ 色・10mi脚dtl'e
鷹i、g、ug、,sf㎝ ・dw・・ca・訟y。dwi・hNd…一S㎝・gyim・h磁・T㎏acdvi電yof
鰍yl_、4・ 面5・・w・・d・… μh・yl・w・・d・鰯 ・slOG・鋤d㈹ 監aUve
、c融 、齢 。岬 ・…w訂d・vad・・…b・ ・臓…a・・p・e・e…di・`1幽ble・
一61一
「?
。?
?
?
?
?
〈
?
?
??
?
??
????
?
?
??
??
?
?
?
?
?
?
??
?
??
?。。?
?
?
?
??
?
?
?
?」?
??
?
?
?。?
?
。?
。」?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
??
。
??
?
?
。。
???
。?
?
??
?
〉
?
?
???、?。?
?
?
?。?
。?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
』?
、??
??
?
?
?
?
、??
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
」
?
???
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
「
?
?
?
?
???
??
?
?
?
?
??
?
?
?
?
、??
?
?
?
?
??
?
??
?
?
?
??
?
?」
?
?
???
??
?
?
?
?
、?
?
?
」?
??
??
?
」?
?
?
?
?
??
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
???
?
?
?
?
?
?
?
?
???
?
??
?
?
?
?
?
」?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
???
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
㌧?
?
?
?
?
?
?
」↑?
?
?
?。?
??
??
??。?
。?
?
??
????
?。?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
。?
?
?
??
。?
?
???
??
?
?
?
?
??
??
?
。?
?
??。
?
§ § § 暑 § 暑 遷 寒 羅 籍 器 舞 婁 糊 鷲 畢 羅 霞1
?
?
?
??
?
?
?
??
?
↑?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
??
???
??
??
??
??
??
?
??
?
??
?
?
?
?
?
??
??
?
?
?
?
??
?
?
?
〈?
?
??
?
??
?
?
??ィ?
?
??
【?
?
《
???
?」」
?
??
?
??
?
?
?
?
??
??
?
《
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
》??
?
?
??
?《
??
」?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
??
?
?
??
?
?
??
??
?
????
?
?
??
??
???
↑?
??
?
???
?
?
??
??
?
?
??
?
」
?
?
?
》
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
』?
?
?
』
?
??
??
?
?
?????
?
?
?
??
?
??
?
?
?
?
?
?
???
?
??
??
?
?
?
???
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
》
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
」
》
?
?
?
?
??
?
???
?
???
??
??
??
????
?
????
?
↑?
?
??
?
???
???
?
???
?
?
??
?
?
?
?
?
》
?
?
《
?
?
?
?
?
ー
?
?
?
?
」
】
?
?
?
?
」
》
》
?
?
?
?
?
?
?
?《
?
?
?
?
??
?
??
??
??
??
?
??
?《
?
?
?
??
??
?
?
?
?』?
?
?
??
??
??
??
??
?
?
?
??
?
???
??
??
?
?
?
?
??
?
?
《
》
?
?
?
?
》
」
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
」
?
?
?
》
?
?
?
?
?
?
??
?
???
??
?
《?
??
?
???
??
????
?
?
??
??
????
??
??
???
?
??
?
?
?
??
??????
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
??
??
??
??
?
?
?
?《
??
??
?
???
?
??」?
??
?
??
??
??
??
》?
??
??
??
?《
??
?
??
《?
??
??
?
《??
??
?
??
?
《?
?」?
?
』
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
」
?
?
》
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
??
?
??
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
??
???
?
?
?
??
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
」
》
?
?
?
?
》
?
」
?
??
?
」
?
?
」
》
」
?
」
?
?
?
???
??
????
?????
??
?
?
?
?
??
?
????
?????
?
??
?
?
?
?
?
?
?
???
??
?
?
?
」
?
?
」
?
?
?㌔
?
?
?
?
?
?
?
《
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
???????
?
????
??
??
??
??
?
??
?
????
????
?
??
?
?
?
???↑?
?
???
??
?↑?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
》
』
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
??
??
?
?
《?
??
??
??
??
??
?
??
??
??
?
??
??
???
?
??
??
??
?↑《
《?
?
??
??
??
?
?
??
?
?
?
??
↑《
??
?
?
??
??
」??
?
?
?
?
?
?
?
?
》
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
》
》
?
?
?
??
??
??
《?
??
??
?
《?
??
???
?
?↑?
?
↑?
?
??
??
??
?《
《《
??
??
?
《?
???
《《
??
?
??
??
???
?
??
《?
??
《↑
?
?
??
??
??
?
??
《《
《??
?
?
》
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?》《
《?
??
??
《?
」?
?
??
??
↑
?
??
?」???《??
?
?《
?〈
?《
??
《?
??
《《?
?《
《?
?《
?」?
??
?
???
?
?
?
?
??
??
?
?
??
?
?
??
?
?
》
?
?
?
《
」
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
」
》
?
《?
???
?
?????
?
?
?《??
???
?
??
?
??
???
?
?
?
?
??
?
??
?
?
?
?
??
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
》
?
?
?
?
?
」
?
?
」
》
?
?
?
?
》
?
」
?
??
?
?????》???
?
?
??
???
?
?
?
???
??
?
?
?
?
??
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
??
《
?
?
?
》
?
?
?
?
?
?
〉
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
↑
」
?
》
?
?
》
?
?
?
?
?
?
??
??
?
??
?
?
??
?
?
?
??
↑?
?
??
?
?
?
?
??
?
??
?
???
?
?
?
?
??
?
?
??
??
?
?
??
?
??
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
〉
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
????
????
?
?
??
?
?
?
??
???
?
?
???《?
?
???
》?
?
???
?
?
?
???
?
?
??
?
????
?
?
?
?
》
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
???
??
?
?
?
?
?
??
?
??
???
?
??
????
??
???
??????
?
?
???
?
??
?
??
???
??
《
?
?
?
」
?
》
?
》
?
?
?
?
?
?
?
?
?
》
?
?
?
《
?
?
?
?
?
?
?
?
??
??
?
??
?
《
?
《
?
??
?
??
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?《?
???
??
?
?
?
?
?
??
?
??
?
?
」』
?
?
?
??
?
》
?
?
?
?
」
?
?
】
」
?
?
?
〈
?
?
?
?
?
?
」
?
〉
?
?
〉
?
?
?
?
?
??
?
?
↑?
?
??
↑?
《?
?
「??
?
?
?
?〈
《?
??
??
?
?
」?
??
??
??
《
《?
??
??
?
?
??
〈《
?
???
〈
?
?
??
?《《
?
?
?
?
?〈
?』
」?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
〉
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
《
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
??
?
?
??
??
?
??
?
?
??
?
??
?
?
?
??
?
?
?
??
?
?
?
?
??
??
?
??
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
》
?
」
?
?
》
?
」
?
↑
?
?
?
?
》
?
?
?
?
?
?
」
?
??
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?《?
?
?
?
?
?
?
』
?
?
」
?
?
?
〉
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
??
??
?
?
??
?
?
??
?
?
??
???
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
??
?
?
?
?
??
?
??
?
?
?
?
窪 婁 器 § 馨 雲 § .霞 霧 § § § 婁 塁 塁 窪 塁 婁 畏 塁 畏 婁
》
?
?
?
?
?
》
?
?
?
?
?
?
?
?
?
》?
?
?
?
?
??
?
?
?
????
?
?
?
?
?
?
????
??
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
ー
?
?
?
?
?
?
?
》
?
?
?
」
?
?
』
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
』?
?
?
?
《?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
??
』?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」?
?
?
?〈
?
?
?
?
?
?
』
?
?
?
?
?
?
?
《
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
《?
?
?
?
?
」?
?
?
」
?」
?
?
?
?
?
?」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
《?
《?
?
?
?」
?
?
?
?
?
?《
?
?
《?
?
?
?
?
?
?
?
》
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?」
?
?
?
?
《」
?
?
?
?
?
?
?
《
?
?
?
?↑
?
?
?」
?
?
」?
?
?
?
?
?
?
?
?↑
?《
?《
?
?
?
》
?
?
《
《
?
』
《
?
?
?
』
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?」
?
?
?
?
?
?
?
?」
「?
?《
?
?
?
?
?
?
?」?
?
??
?
?
?』
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」?
?」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
』
?
?
?
?
?
?
?
》
》
?
?
?
?
》
?
?
?
?
?
?
?
?
?
《』
?
?
?
?
?
?
?《
?
?
?
?
《?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?」
」?
《?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
」
??》」
?
?
」?
?
?
?
《?
?
?
?
?
?
?」
?
?
?
?
?
?
?
?』
」
?
?
?
《?
?
?
《
《?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
《
?
】
?
?
?
《
?
??
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?《??」》?
?
?
》
」
》
?
?
?
」
?
?
?
《
?
?
》
?
?
》
」
《
?
?
?
?
』
?
」
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
《?
?
?
?《
?
?」
?」
?
」』
?》
?
?
?
↑?
?
?
《?
?
《?
《《
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
《
?
?
?
?
?
?
?
?
」
↑
》
》
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?《
?
?
?
?
?
?
??
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?》
?
」
?
?
?
?
》
?
?
?
?
』
』
?
?
?
?
》
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
《
?
?
?
」
?
?
』?
?
?
?
?
?
?
?」
?
?
?
?
?
?
?」
?」
」
?
?
?
?
↑?
?
?
??
?
?
?
?
《?
?
《?
?
??
?
?
?
?
、《?》」
?
?
?
?
?
?
?
《
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?《
?
《?
《?
」
?」
?
?
?
?
?↑
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
」?
《
?
?
?
?
?
《?
?
?
?
?
」
》
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
」
?
》
?
?
?
?
↑
》
?
?
?
?
》
?
?
?
?
?
?
??
??
?
?
?
」?
?
?《
?
」?
《?
?
?
?
?
」?
?
?
?
??
?
?
?《
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
》
?
?
?
?
?
↑
?
?
?
?
?
?
?
?
》
「
?
?
?
?
?
?
??
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?」
?
?
」
?
?
?
?「
?
?
?
?
??
??
?
?
?
?
?
??
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
??
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
↑
《
。
?
?
《
?
。
?
?
?
?
?
?
》
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
??
??
?
?』
?
?
?」
?
?
??
??
」?
?
?
?
?
↑
?
?
《
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
」
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?」
?
」
?《
《?
?
?《
?
?
?
?
?」
?
?
《?
?
?《
?
?
?
?
??
?
《?
?
?
?
?
」?
《
?
?《
?
」?
??
?
?
〈?
?
?
《?
?
?
?
?
?
↑
】
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
↑
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
》
?
?
↑
《」
?
?
?」
?
?
?
?
?
?
?
?《
《?
?
?《
?
?
?」
?
?
《
?
?
?
?
?
?
》?
?
?ィ
?
?《
??
??
〈?
?
?
?
↑?
?
」?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
】
?
?
」
?
↑
?
?
》
?
?
》
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
《
?《
?
?
?
?」
?
?
?
??
?
?」
??
?
?
?
」?
?
?《
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?」
?
?
?
??
?
?
?
?〈
?
?
?
?《
?
?
?
?
?
」
?
??
?
?
?
?
?
〉
〈
?
?
?
?
?
?
?
?
?
〉
〉
?
?
》
?
?
?
?
??《」「ィ
?
?
?
?
》??
?
?
?
》
?
?
?
?
?
》
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?《
?
?
?
?』《
?
?
?
?
?《
」?
?
?
?
》?
?
?
?
」?
?
?
《?
?
?
↑《
?
?《
?
???
?
?
?
?《
?
??
??
?
?
》?
?
?
《?
》
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
》
?
?
」
?
?
?
?
《?
」」「
』?
?』
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
《」
?
?
?
?
?
」?
?
?《
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
↑?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
』
?
?
?
?
《
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
??
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
》
?
?
?
?
?
?
?
?
」
」
?
《
》
?
?
」
?
?
》
》
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
??
??
?
??
?
??
??
?
?
?
?
?
???
?
??
?
??
??
?
》?
??
??
?
?
?
?
?
?
??
?《
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
??
?
?
?
?
?
??
??
?
?
?
?
?
??
??
??
?
?
?
?
??
?」?
?
??
??
?
?
?
?
??
??
《?
??
??
《??
?
?
??
?
???
?《
??
?《
??
《」?
?「
???
?
?
?
??
???
?
?
???
?
???
??
??
??
?
??
?
一62一
論 文 審 査 結 果 要 旨
キシランは植物細胞壁 のヘ ミセルロース画分に存在す るキシロースを構成単位 とす る多糖である。 そ
の うちキ シロースの β一1,4一結合 を主鎖 に持つ β一1,4一キシラ ンは,陸 生 の木本,草 本 に広 く分布 してい
る。3糖 以上の鎖長のキシロオリゴ糖 は,ビ フィズス菌増強作用,整 腸作用,食 物繊維 としての作用等
を有 し,食 品分野 での応用が期待 されている。本研究者の所属す る研究室では農産廃棄物 として大量 に
発生す るイネ科植物 の植物体の再利用の一環 として,そ れ らを原料 としたキ シラン加水分解物 の生産 に
注 目した。そ して,先 にズ ンらはキ シラ ン分解活性 を有す るグラム陰性細菌,Aero㎜oπαscαひ'αeW-61
株 の分離 に成功 した。本 菌 は分子量 の異 なる複数の菌体外 キ シラ ン加水分解酵素 を産生す る。それ らの
うち,キ シラナーゼ4,及 び5(xyn4,xyn5)はSDS-PAG:Eにおける分子量が100kを越 える,こ れまで
にほ とん ど例が ない高分子量キ シラナーゼである。
本研 究 において,ま ず本研究者 はXyn4,Xyn5の精製 に成功 した。 これ らの分子 量はそれぞれ120k,
140kであ り,カ ラスムギキシランを基質 と し,最 終生産物 としてキ シロ トリオース(X3)からキシロヘキ
サ オース(x6)を生産す る。本酵素 はβ一1,3一キ シランやセルロース には作用 しない。xyn4はX3-x5に対 し
トラ ンスキシロシダーゼ活性を示すの対 し,Xyn5は転移活性 を示 さなかった。Xyn4,Xyn5のN一末端 ア
ミノ酸配列及 び臭化 シアンで部分分解 し得 られた内部ペ プチ ドのN一末端 ア ミノ酸配列 を決定 した結果,
両者 は同一の配列 を有 し,Xyn4はyn5のC一末端側 が欠損 した物 である ことが示唆 された。
次 に本研究者 はXyn5の遺伝子 の クロー ン化 に成功 した。 キシ ラナーゼ5遺 伝 子(xyn5)のORFは
3885bp,1294アミノ酸か らなる タンパ ク質 をコー ドしていた。そのN一末端 には27アミノ酸 か らなる典
型的 なシグナルペプチ ドを有 していたXyn4の内部 アミノ酸 配列 はxyn5のコー ドす る タンパ ク質 中に存
在 し,Xyn4がXyn5に由来するこ とが確認 された。Xyn5のN一末端側の領域 の配列は,こ れまで に報告 さ
れてい るい くつ かの細 菌 由来の高 分子量 キシ ラナーゼの それ と30-40%の相 同性 があ った。 また,
V619TELD623とい うフ ァミリーF!10型糖加水分解 酵素 に共通 した配列 を有 していた。以上 の結果 は,
Xyn4,5の加水分解活性がN一末端領域 に存在するこ と,Xyn5のC一末端領域が,ト ランスキシロシダーゼ
活性 の調節 に関与 している ことを示唆 している。 これは酵素の構造 と機能の相関 を考 える上で非常 に興
味深 い発見であ る。 さらに本研 究 によ り,こ れまでの本研究室での成果 とあわせ,本 菌の産生す るキシ
ラナーゼ群全 ての諸性 質が明 らか にな り,遺 伝子が単離 されたこ とか ら,本 菌 にお けるキ シラン分解機
構の全 貌の解 明が可能 となった。
以上 の ように本研 究 は,.Aθro㎜oηαscαひ∫seW-61株の産生する高分子 キシラナーゼ,Xyn4,5の諸性
質 を解 明 し,キ シラナーゼ5の遺伝 子 をクロー ン化 しその構造 を明 らか に した ものであ り,審 査員一同
は,本 研究者 に博士儂 学)の学位 を授 与す るのに値す る もの と認定 した。
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